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Abstract Of EP061 0729 

The invention relates to a procedure for the purification of proteins and peptides obtained from a Iipid- 
containing aqueous medium, in particular for the purification of proteins and peptides which are subjected 
in one process step to a filtration technique which separates according to particle size, for example an 
ultrafiltration, avoiding the disadvantageous effects attributable to the presence of lipids In the use of the 
filtration technique. 
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© Verfahren zur Reinigung von Protelnen und Peptiden aus iipidhaltigen Losungen. 



© Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Reinigung von Proteinen und Peptiden, die aus etnem Lipide 
enthaltenden wassrigen Medium gewonnen warden, insbesondere zur Reinigung von Proteinen und Peptiden, 
die in einem ProzeBschritt einer nach TeilchengroBe trennenden Filtrationstechnilt, beispielsweise einer Ultrafil- 
tration, unterworfen werden, wobei auf das Vorhandensein von Lipiden zurUckzufUhrende nachteillge Effekte be'i 
der Anwendung der Filtrationstechnik vermieden werden. 
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Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Reinigung von Proteinen und Peptiden, die aus einem Lipide 
enthaltenden wassrigen Medium gewonnen werden. insbesondere zur Reinigung von Proteinen und Pepti- 
den, die in einem ProzeBscliritt einer nach Teilchengrofie trennenden RItrationstechnik unterworfen werden. 
Im "downstream-processing" zur Herstellung pharmazeutischer Proteine und Peptide wird ublicherwei- 

5 se eine Abfolge von hintereinander durclizuftihrenden Reinigungsschritten angewandt, welche unter ande- 
rem nach TeilchengroGe trennende Filtrationstechniken wie Mikro- oder Ultrafiltrationen unter Ausnutzung 
selektiver Porengroflen, z.B. zur Abtrennung viraler Verunreinigungen, sowie chromatographische Verfahren, 
basierend auf verschiedenen physikalisch-chemischen Eigenschaften von Protein-ISIolekulen, einschlieBen. 
Durch die Anwesenheit von Lipiden im Kulturmedium bei der biotechnologischen Herstellung von 

10 Proteinen und Peptiden, bedingt entweder durch den Zusatz von Serum, von gereinlgten lipidhaltigen 
Serumkomponenten mit definierter Zusammensetzung oder den Zusatz definierter Lipid-Gemische, bei- 
spielsweise eines waBrigen Lipid-Zusatzes wie EX-CYTE^^* der Firma Bayer Diagnostics (vgl. auch LJ. 
Guilbert. N.N. Iscore. Nature 263, 594 (1976) und N.N. Iscore, F. Melchers, J. Exp. IVIed. 147. 923 (1978)). 
kdnnen bei den obengenannten RItratlonstechniken Probleme auftreten. So wird z. B. durch eine infolge 

15 hydrophober Wechselwtrkungen gebildeten Deck-Schicht auf bei Ultrafiltrationsmembranen. z.B. auf Poly- 
ethersulfon-Membranen. die effektive PorengroBe der Membranen stark verkleinert. wodurch die Produkt- 
ausbeute negativ beelnfluBt wird, oder die Membranporen werden infolge der LIpld-Wechselwirkung fur das 
gewUnschte Produkt vollig undurchlassig. Dabei spielt dieser "Lipideffekt" eine umso groBere Rolle. je 
kleiner die PorengrSBe der eingesetzten Membranen ist. Begegnet man diesem nachteiligen Effekt durch 

20 die Verwendung von Membranen mit einer gr5Beren Porengr56e. so stnd diese insbesondere in der 
Anfangsphase kurz nach Beginn der Membranfiltration auch fur Molekule mit unerwunscht hohem Moleku- 
largewicht oder fUr entsprechend groBe Partikel, wie z.B. Viren, durchlSssig, da die Lipid-bedlngte Einstel- 
lung einer stationaren Glelchgewichts-PorengroBe eine gewisse Zeit benotlgt. 

Von E.G. Bligh und W.J. Dyer wurde eine Methode zur Lipidextraktlon aus tierlschem Gewebe, speziell 

25 aus Rschen, mit Hilfe von Chloroform-Methanol-Wassergemischen beschrieben (vgl. Can. J. Biochem. 
Physiol., Vol. 37, 911-917 (1959). Eine optimale Lipidextraktlon wird durch Homogenisieren des Gewebes 
mit einer MIschung aus Chloroform und Methanol erreicht, wobei sich mit dem im Gewebe enthaltenen 
Wasser eine monophaslsche MIschung erglbt. AnschlleBend kann das Homogenat mit Wasser und/oder 
Chloroform unter Blldung eines biphaslschen Systems verdunnt werden, wobei die Chloroformphase die 

30 Lipide enthSIt und die Methanol-Wasser- Phase die Nichtlipide. Diese Methode ist jedoch zur Entfernung von 
Lipiden aus pharmazeutischen Proteinen nicht geeignet, da labile Proteine in Losung unter den angegebe- 
nen Bedingungen denaturiert werden konnen. 

In der EP 0 197 554 ist eIn Verfahren zur Virus-Desaktlvierung und Depyrogenislerung In Produkten, die 
aus tierlschen oder menschlichen KorperflUssigkeiten gewonnenen werden. wie Blutfraktionen oder Blut- 

36 Proteinen, unter Verwendung von Amphiphilen, Hypochlorid. /S-Propiolacton und organischen Losungsmit- 
teln beschrieben. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Entwicklung eines Verfahrens zur Reinigung von Proteinen 
und Peptiden, die aus einem Lipide enthaltenden wSssrigen Medium gewonnen werden, in dem die 
stSrenden Lipide ohne die Gefahr der Denaturierung labller Proteine abgetrennt werden konnen und in dem 
40 die obengenannten Probleme bei der Anwendung nach TeilchengroBe trennender Filtrationstechniken nicht 
auftreten. 

Die Aufgabe der Erfindung wurde mit Hilfe eines Reinigungsschrittes gelost. in welchem das im 
Rohprodukt enthaltene Protein oder Peptid auf einer festen Phase adsorbiert wird. die Lipide durch 
Waschung mit einer MIschung aus einem mit Wasser mischbaren organischen Losungsmittel und einer 

45 physiologlsch vertrSglichen Pufferlosung von der festen Phase entfernt werden und das Protein oder Peptid 
anschlieBend in einem lipidfreien Zustand elulert wird. Unter der Voraussetzung. daB keine Denaturierungs- 
gefahr fUr das zu reinigende Protein oder Peptid besteht, beispielsweise bei der Reinigung stark lipophiler 
Proteine wie z.B. typlscher Membranprotelne. kann zur Entfernung der Lipide von der festen Phase das mit 
Wasser mischbare organische Losungsmittel auch alieine ohne Zusatz einer physiologisch vertrgglichen 

50 wassrigen Pufferlosung verwendet werden. 

In einem bevorzugten Verfahren der vorliegenden Anmeldung wird das Protein nach der Eluierung von 
der festen Phase einer nach TeilchengroBe trennenden Filtrationstechnik, beispielsweise einer Ultrafiltration, 
unterworfen. Hierbei kommt. abh3ngig vom Molekulargewicht des Proteins oder Peptids, bei der DurchfUh- 
rung der Ultrafiltration die Ven^^endung von Ultrafiltrationsmodulen wie Ultrafiltrationsmembranen, beispiels- 

55 weise Kunststoffpolymer- oder Cellulosemembranen. oder Keramikmodulen mit einer nominellen AusschluB- 
grenze zwischen 1 und 500 KD In Betracht, wobei die AusschluBgrenze des Ultrafiltrationsmoduls groBer als 
das Molekulargewicht des zu reinigenden Proteins oder Peptids ist. Dabei muB allerdings berucksichtigt 
werden. daB der eigentlich retevante Trennparameter bei Ultrafiltrationen nicht das nominelle Molekularge- 
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wicht des zu reinigenden Proteins oder Peptids, sondern die effektive volumetrische GroBe bzw. der 
Stoke'sche Radius des Molekuls im jeweiligen Medium darstellt, welche infolge unterschiedlicher Hydrati- 
sierung in verschiedenen Puffernrtedten in gewlssen AusmaB varlieren konnen. Fur die Relnigung von 
Peptiden wird bevorzugt sine Membran mit einer nominellen AusschluBgrenze zwischen 1 und 20 KD 

5 verwendet. FOr die Reinigung von Immunglobulinen der Klassen A, D, E und G kommt bevorzugt ein 
Ultrafiltrationsmodul mit einer nominellen AusschluBgrenze zwischen 150 und 350 KD, fOr die Relnigung von 
Fab- Frag menten und rekombinanten Proteinen ahnlichen Molekulargewichtes, wie beispielsweise r-tPA, ein 
Ultrafiltrationsmodul mit einer nominellen AusschluBgrenze zwischen 50 und 1 50 KD und fUr die Reinigung 
von Interferonen ein Ultrafiltrationsmodul mit einer nominellen AusschluBgrenze zwischen 20 und 50 KD in 

10 Betracht. 

Zur Entfernung der Lipide von der festen Phase kommt beispielsweise ein Alkohol mit 2 bis 5 
Kohlenstoffatomen, Ethylenglykol, Diethylenglykol, Tetrahydrofuran, Dioxan, Aceton, Dimethylformamid, 
Dimethyisulfoxid Oder Acetonitril. insbesondere jedoch Ethanol. n-Propanol, i-Propanol, n-Butanol, i-Butanol 
Oder tert. Butanol In Betracht. Besonders bevorzugt sind n-Propanol und i-Propanol. 

75 Das zur Entfernung der Lipide von der festen Phase eingesetzte Ldsungsmittel wird bevorzugt in 
Mischung mit einer physiologisch vertrSglichen wassrigen Pufferlosung verwendet, wobei das Ldsungsmit- 
tel in einem Volumenanteil von 5 bis 50%, vorzugsweise von 10 bis 25%, in der Pufferlosung enthalten ist. 
Es werden bevorzugt physiologisch vertragllche Pufferlosungen mit einem pH-Wert von 5 bis 9 und einer 
lonenstarke von 0,01 bis 2,00 M eingesetzt. Beispielsweise konnen Acetat-. Bicarbonat-, Borat-, Citrat-, 

20 Maleat-. Phosphat-. Phthalat-. Succinat-, Glycin-. Lysin-, Histidin- oder Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan- 
Puffer, deren Gemische oder eine beliebige andere physiologische Pufferlosung, unter deren EinfluB das zu 
reinigende Produkt auf der festen Matrix gebunden bleibt und die keine unerwunschten irreversiblen 
Veranderungen oder eine Modifizrerung des Produktes bewirkt, verwendet werden. 

Als feste Phase zur Adsorption des Proteins oder Peptids kommt jede chromatographlsche Matrix in 

25 Betracht, die das zu reinigende Produkt bei der Entfernung der Lipide durch Waschung mit einem der 
vorstehend erwShnten Ldsungsmittel Oder Losungsmittel/Puffer-Gemische gebunden halt Geeignete feste 
Phasen sind insbesondere Kationen- oder Anionenaustauscher. eine hydrophobe Matrix oder eine fUr das 
zu reinigende Protein oder Peptid spezifische Affinitatschromatographie-Matrix, z, B. Protein A oder Protein 
G fUr tmmunglobuline oder Immunaffinitdtsgromatographie mittels geeigneter Antikdrper, sowie Lysin- oder 

30 Arginin-Sepharose fUr r-tPA. 

Nach der Entfernung der Lipide wird die feste Phase mit einer der vorstehend erwahnten, jedoch von 
organischen Losungsmittein freien physiologisch vertraglichen Pufferlosung gewaschen, um das organische 
Losungsmittel von der festen Phase zu entfernen, bevorzugt jedoch mit derjenigen Pufferlosung, die auch 
bei der Entfernung der Lipide im vorhergehenden Schritt verwendet wurde. Das auf der festen Phase 

35 adsorbierte Protein oder Peptid wird anschlieBend nach an sich bekannten Methoden von der festen Phase 
eluiert, beispielsweise ebenfalls mit einer wie vorstehend erwahnten physiologisch vertrSglichen Pufferlo- 
sung, mit einem geeigneten desorbierenden Mittel. wie z. B. einer Losung von Natriumchlorid, Calciumchlo- 
rid, Magnesiumchlorid, €-AmlnocapronsSure oder Natriumcitrat in einem der vorstehend erwahnten physiolo- 
gisch vertrSglichen Pufferlosungen, durch VerMnderung des pH-Wertes des verwendeten Elutionsmittels 

40 Oder durch Zugabe eines organischen Losungsmittels zum verwendeten Elutionsmittel. wobei die vorste- 
hend erw3hnten Elutionsmethoden auch in Kombination angewendet werden kdnnen. Die Elution des auf 
der festen Phase adsorbierten Proteins oder Peptids erfolgt jedoch bevorzugt unter Verwendung einer wie 
vorstehend erwShnten physiologisch vertraglichen Pufferlosung. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren laBt sich insbesondere fOr die Reinigung von in einer lipidhaltigen 

45 wSssrigen Losung enthaltenen Proteinen oder Peptiden, die mit Hilfe rekombinanter Methoden oder der 
Hybridoma-Technik unter Zusatz von Serum, von gereinigten lipidhaltigen Serumkomponenten mit definier- 
ter Zusammensetzung oder von definierten Lipid-Gemischen zum Kulturmedium hergestellt werden, und die 
fUr eine Anwendung beim Menschen Oder bei Tieren, beispielsweise fur pharmazeutische, therapeutische 
Oder diagnostische Zwecke in Frage kommen, verwenden. Dabei kommt jedes beliebige im Zusammenhang 

50 mit rekombinanten Arbeitstechniken oder der Hybridoma-Technik verwendbare lipidhaltlge Kulturmedium in 
Frage, wobei als Lipid-Komponenten Lipide bovinen und nichtbovinen Ursprungs, beispielsweise Choleste- 
rol, essentielle F(9ttsauren. Lipoproteine (HDL, LDL und VLDL). Prostanoide. Triglyceride Oder Phospholipide 
wie Lecithin, Lysolecithin, Sphingomyelin. Phosphatidylethanolamin und andere in Betracht kommen. Die 
Lipide konnen in reiner Form, als wassrige Emulsionen oder als Losung, gegebenenfalls zusammen mit 

55 einem geeigneten Ldsungsvermlttler oder einer geeigneten Tragersubstanz, wie z. B. Albumin, dem 
Kulturmedium zugesetzt werden. Vorzugsweise werden kommerziell erhaltliche LipidZusammensetzungen 
wie EX-CYTE^*^) (Bayer Diagnostics) dem Kulturmedium zugesetzt, beispielsweise in einer Menge von 1 bis 
5 ml pro I Kulturmedium. 
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Das Verfahren elgnet sich vorzugsweise zur Reinigung von rekombinanten und nativen Proteinen oder 
Peptlden mit einem Molekulargewicht bis ca. 500 KD aus einem wie oben definierten Kulturmedium, wobei 
did AusschluBgrenze des bei der Ultrafiltration verwendeten Ultrafiltrationsmoduls so auf das Molekularge- 
wicht des zu reinigenden Proteins oder Peptids abgestimnrit wird. daB der Stoke'sche Radius der zu 
5 reinigenden rekombinanten bzw. nativen Protein- oder Peptidmolekule unter den verwendeten Pufferbedin- 
gungen ausreichend klein ist, daB das entsprechende Protein oder Peptid die Membranporen passieren 
kann. 

Besonders bevorzugt wird das Verfahren zur Reinigung von Imnnunglobulinen der Klassen A. D. E und 
G. insbesondere jedoch von monoklonalen Antikdrpern des Typs lgG2, wie beispielsweise des monoklona- 
10 len Antikdrpers anti-lCAM, zur Reinigung von Interferonen. insbesondere jedoch zur Reinigung von 
Interferon <i>, und zur Reinigung von r-tPA oder Fab-Fragmenten aus einem lipidhaltigen waBrigen Medium 
angewendet. 

Des weiteren stellt die Erfindung auch ein Verfahren zur Herstellung eines Proteins oder Peptids auf 
biotechnologlschem Weg. z. B. mit Hilfe rekombinanter Techniken oder der Hybridoma-Technik, durch 

75 Kultivierung von Zellen in einem geeigneten Kulturmedium unter Bedingungen. die fUr die Produktion des 
gewOnschten Proteins oder Peptids durch die Zellen geeignet sind, zur Verfugung. wobei dem Kulturmedi- 
um entweder Serum oder statt dessen gereinigte lipidhaltige Serumkomponenten mit definierter Zusam- 
mensetzung oder definierte LIpid-Gemische zugegeben werden, das Protein oder Peptid entweder in das 
Kulturmedium exprimiert oder nach der Kultivierung aus den Zellen freigesetzt wird und durch mehrere 

20 Reinigungsschritte aus dem resultierenden Lipide und das Protein oder Peptid enthaltenden Medium 
gewonnen und in lipidfretem Zustand isoliert wird. wobei das Protein oder das Peptid in mindestens einem 
der Reinigungsschritte einer nach TeilchengroBe trennenden Filtrationstechnik unterworfen wird, dadurch 
gekennzeichnet, daB vor der DurchfOhrung der letztgenannten Filtrationstechnik die Lipide von dem Protein 
Oder Peptid abgetrennt werden und das Protein oder Peptid durch ein wie vorstehend beschriebenes 

25 Reinigungsverfahren isoliert wird. 

Ein wichtiger Gesichtspunkt bei der Herstellung von Produkten aus SSugetierzellen ist das potentielle 
Risiko des Vorhandenseins von Verunreinigungen biologischen Ursprungs, wie beispielsweise Viren. Es ist 
deshalb sicherzustellen, daS entsprechende Verunreinigungen in einem fur die Anwendung in vivo bestimm- 
ten Protelnprodukt inaktiviert oder aus dem Produkt entfernt werden. Das erfindungsgemaBe Verfahren 

30 ermdglicht die Anwendung der zur Abtrennung des gewunschten Produktes von infekttosen viralen Partikein 
bekanntermaBen geeigneten Methode der Ultrafiltration auch bei der Reinigung von Proteinen aus lipidhalti- 
gen Medien, insbesondere aus lipidhaltigen wassrigen Kulturmedien zur Herstellung von Proteinen oder 
Peptiden mit Hilfe rekombinanter Techniken oder der Hybridoma-Technik, da die eingangs erwahnten auf 
Lipide zurUckzufUhrenden nachteiligen Effekte bei Ultrafiltrationsprozessen durch eine der Ultrafiltration 

35 vorausgehende erfindungsgemaBe Lipidentfernung vermieden werden. Zudem wird dadurch die Verwen- 
dung von Ultrafiltrationsmodulen mit kleineren PorengroBen, bQispielsweise mit einer nomtnellen AusschluB- 
grenze von 200 Oder 150 KD ermoglicht, d. h. es konnen MolekUle oder Parttkel abgetrennt werden, die in 
der volumetrischen Gr5Be naher an der MolekUlgr5Be des gewOnschten Produktes liegen. Dementspre- 
chend wird die EffektivitMt der Entfernung von Viren wesentlich verbessert. 

40 

Legende zu den Abbildungen in Anhang: 



Figur 1 : Chromatographisches Profil (UV 280 nm) des monoklonalen AntikSrpers anti-ICAM bei der 

Lipidentfernung entsprechend Beispiel 1 an S-Sepharose FF durch Waschung mit 10 mM 
45 Natriumcitrat: Isopropanol = 80:20 (v:v). 

Etution: 50 mM Natriumcitrat, 100 mM NaCI. pH = 7,8 

lineare FluBrate: 200 cm h~^ 
Figur 2: Chromatographisches Profil (UV 280 nm) des monoklonalen Antikorpers anti-ICAM bei der 

Lipidentfernung entsprechend Beispiel 2 an Protein G-Sepharose FF durch Waschung mit 20 
50 mM Natriumcitrat: Isopropanol = 80:20 (v:v). 

Elution: 0.1 M Glycin/HaPO*, pH = 3,5 

lineare FluBrate: 1 20 cm h~^ 

Figur 3: 

a) UV-Profil (280 nm) des Filtrats einer 300 KD Ultrafiltration des lipidfreien monoklonalen 
55 Antlkdrpers anti-ICAM (vollstandige Permeation des Produkts durch die Membran). 

b) UV-Profil (280 nm) des Filtrats einer 300 KD Ultrafiltration des lipidhaltigen monoklona- 
len Antikorpers anti-ICAM entsprechend Beispiel 3. Kurz nach Beginn des Ultrafiltrations- 
prozesses nimmt die Extinktion der PermeatflOssigkeit infolge einer fOr das Produkt 
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undurchlMssig werdenden Membran stark ab. 
Figur 4: UV-Profile (280 nm) von Ultrafiltrationen des lipidfreien monoklonaten Antikdrpers anti-ICAM 
entsprechend Beispiel 4. 
Membran: Polyethersulfon, 350 cm^ 
5 Konzentration: 12 nng ml"^ 

Puffer: Phosphatgepufferte Kochsalzlosung 
Ausbeute: 95-100% 
Nominelle AusschluBgrenze: 
a) 300 KD 

10 b) 200 KD 

C) 150 KD 

Die nachfolgenden Beispiele dienen der nMheren ErIMuterung der Erfindung. 



Beispiel 1 

15 

Das zum Zweck der Zellabtrennung mikrofiltrierte (0.1-0,2 urn) und auf einen fOr die Kationenaustausch- 
chromatographie geeigneten pH-Wert und eine geeignete Leitfahigkeit adjustierte Rohprodukt des monoklo- 
nalen Antikdrpers anti-ICAM, erhalten aus einem Kulturnnedium, dem als Lipid-Zusatz 2,5 ml EX-CYTE**^* III 
(Bayer Diagnostics) pro I Medium zugegeben wurde, wird auf der zuvor mit einer wSssrigen Pufferl5sung 

20 von 10 mM Natriumcitrat (pH 6.25) Squilibrterten Kationenaustauschermatrix S-Sepharose FF (Pharmacia) 
adsorbiert (Saulendurchmesser 5 cm. FUllhohe 10.3 cm). Nach der Beladung wird die Saule zur Entfernung 
der Lipide mit einer Mischung aus Aqulllbrlerungspuffer: Isopropanol = 80:20 (v:v) gewaschen. Danach wird 
erneut mit dem losungsmittelfreiem Puffer aquilibriert und anschlie3end der Antikorper mit einer wassrigen 
Pufferlosung hoherer lonenstarke (50 mM Natriumcitrat, 100 mM NaCL, pH 7,8; lineare FluBrate 200 cm 

25 h~^) eluiert. Die Matrix wird anschlieBend mit 1M NaOH regeneriert (vgl. Figur 1). 



Beispiel 2 

Das zum Zweck der Zellabtrennung mikrofiltrierte (0,1-0,2 um) und auf einen fur die AffinitStschromato- 
30 graphie geeigneten pH-Wert und eine geeignete Leitfahigkeit adjustierte Rohprodukt des monoklonalen 
Antikdrpers anti-ICAM. erhalten aus einem Kulturnnedium, dem als Lipid-Zusatz 2.5 ml EX-CYTE**** III (Bayer 
Diagnostics) pro I Medium zugegeben wurde, wird auf der zuvor mit einer wassrigen Pufferiosung von 20 
mM Natriumcitrat (pH 6.25) aquilibrierten Affinitatschromatographiematrix Protein G-Sepharose FF (Pharma- 
cia) adsorbiert (Saulendurchmesser 18 cm, FUllhohe 17 cm). Nach der Beladung wird die Saule zur 
35 Entfernung der Lipide mit einer Mischung aus Aquilibrierungspuffer: Isopropanol = 80:20 (v:v) gewaschen. 
Danach wird erneut mit dem losungsmittelfreien Puffer Aquilibriert und anschlieBend der Antik5rper mit 
einer wassrigen Pufferlosung niedrigen pH-Wertes (0.1 M Glycin/HsPOi. pH 3,5; lineare FluBrate 120 cm 
h~^) eluiert. 

Die Matrix wird anschlieBend nacheinander mit wSBriger 1 M Essigsaure und 6 M Hamstoffl5sung 
40 regeneriert (vgl. Figur 2). 

Die in den folgenden Beispielen 3 bis 5 beschriebenen Ultrafiltrationen des monoklonalen Antikdrpers 
anti-ICAM wurden mittels TangentialfluBfiltration durchgefUhrt. Es wurden Membranen mit verschiedenen 
nominellen AusschluBgrenzen eingesetzt und die Produkt-Ausbeute geprUft. Dabei wurden folgende Gerate 
verwendet: 

45 Membranhalter "Minisette", Fabr. Filtron (USA) 
Schlauchpumpe Watson Marlow 501 U 
Membrankasetten: 

Minisette 300 KD omega, 350 cm^. Fabr. Filtron (USA) 
Minisette 200 KD omega. 350 cm^, Fabr. Filtron (USA) 
50 Minisette 150 KD omega. 350 cm^, Fabr. Filtron (USA) 

In Jedem Versuchsansatz wurde ein Probevolumen von 500 ml, in welcher das Protein mit einer Konzentra- 
tion von 12 mg/ml enthalten war, durch die entsprechenden Membrankasetten ultrafiltriert. Als Puffer wurde 
Phosphat-gepufferte physiologische Kochsalzlosung verwendet. Der Eingangsdruck lag bei 0.5 bar, der 
Ausgangsdruck bei 0 bis 0.2 bar. Hieraus resultierte ein Transmembrandruck von 0,25 bis 0.35 bar: 

55 
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Eingangsdruck [bar] 


Ausgangsdruck [bar] 


Transmembrandruck [bar] 


300 KD 


0,5 


0.0 


0.25 


200 KD 


0,5 


0.15 


0.33 


150 KD 


0.5 


0.20 


0.35 



Die OberstrQmrate ' lag bei 1.4 ml cm""^ mln"^ Der Produkthaltige Flltratstrom wurde mittels UV- 
MeBzelle dedektiert und das entsprechende RItrationsprofii mittels Schreiber dokumentiert. 

Beispiel 3 

Ein analog Beispiel 1 vorbehandeltes Rohprodukt des monoklonalen Antik5rpers anti-ICAM. bei dem 
jedoch kein Waschungsschritt mit Aquilibrierungspuffenlsopropanol = 80:20 (v:v) durchgefuhrt wurde und 
welches aus diesem Grund noch Lipide enthalt, wird unter Verwendung einer Membran mit einer nominel- 
len AusschluBgrenze von 300 KD ultrafiltriert. Bereits unmittelbar nach Beginn des Ultrafiltrationsprozesses 
nimmt die Extinktion stark ab. da das Produkt die Membranporen nicht mehr passiert (vgl. Figur 3b). 



Beispiel 4 

Das aus Beispiel 1 erhaltene liprdfreie Rohprodukt des monoklonalen Antikorpers anti-ICAM wird Jewells 
unter Verwendung einer Membran mit einer nominellen AusschluBgrenze von 300 KD, 200 KD und 150 KD 
ultrafiltriert. Dabei nimmt der PermeatfluB mit der kleiner werdenden AusschluBgrenze ab. d. h. die 
ProzeBdauer fUr die Gesamtfiltration nimmt entsprechend zu. In alien drei Fallen wird das Produkt jedoch 
nahezu quantitativ ultrafiltriert (vgl. Figur 4). Die Wiederfindungsrate im Filtrat betragt fur die 300 KD 
Membran 98 % und fOr die 200 KD und 150 KD Membran jeweils 100 %. 



Beispiel 5 

Mit Hilfe von Spiking-Experimenten (vgl.: Virus Removal and Inactivation. J.K. Walter. W. Werz, W. 
Berthold, Biotech Forum Europe Vol. 9, No. 9, 560-564, 1992; Downstream Processing von aus Zellkulturen 
gewonnenen Produkten, J.K. Walter. Bio Engineering 5. 14-19, 1990; Virus Removal/lnactivation in Downst- 
ream Processing. J.K. Walter. W. Werz. P. Mc Goff. R.G. Werner. W. Berthold, 11. ESACT meeting. 
Brighton. GB. September 2-6. 1991. verdffentlicht in: Animal Cell Technology: Developments. Process & 
Products. Editors R.E. Spier, J.B. Griffiths, C. MacDonald. Butterworth-Heinemann Ltd.. Oxford, 1992, S. 
624-634) wurde die Effektivitat der Virus- Entf em ung durch Ultrafiltration des nach Beispiel 1 lipidfrei 
erhaltenen Rohproduktes des monoklonalen Antikorpers anti-ICAM ermittelt. AIs Testvlren wurden das 
nichtumhOllte Virus Reo 3 und das umhullte Parainfluenza 3 (PI-3)-Virus verwendet. Es wurden jeweils 
definierte Mengen einer entsprechenden Viruslosung mit bekannter Konzentration an infektiosen Virusparti- 
keln zu Proben des lipidfreien Rohproduktes des monoklonalen Antikdrpers anti-ICAM gegeben und 
anschlleBend unter Verwendung von Membranen mit einer nominellen AnschluBgrenze von 300 KD und 200 
KD ultrafiltriert. Fur die 300 KD und 200 KD Ultrafiltration wurde die virale Abreicherung an jeweils 3 Proben 
bestimmt, wobei der gemessene Virus-Titer der Beladung jeweils mit dem gemessenen Titer des Filtrats 
verglichen wurde. In der folgenden Tabelle 1 ist der Abreicherungsfaktor in logarithmischer Form angege- 
ben. GegenUt)er der 300 KD Ultrafiltration ISBt sich durch Verwendung einer Membran mit einer nominellen 
AusschluBgrenze von 200 KD etne beachtliche Verbesserung der viralen Abreicherung erzielen. 
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Tabelle 1: Virusabreicherung durch 200 KD und 300 KD-Ultra- 
filtration 



Versuch 




Reo 3 






nomi- 
nelle 
Ausschlufl- 
grenze 


Probe 


Titer 
[log ml" 


Vo lumen 
•1] [ml] 


Gesamt- 
virus 

[log] 


Abreiche- 
rungs- 
f aktor 

[log] 


300 KD 


1. Beladung 
l.Filtrat 
1 .Retentat 


5.68 
2.68 
4.43 


100.00 
164.56 
50.00 


7.68 
4.89 
6.13 


2.79 




2 .Beladung 
2.Filtrat 
2. Retentat 


5.30 
2.30 
5.18 


100.00 
163.35 
50.00 


7.30 
4.51 
6.88 


2.79 




3 . Beladung 
3 .Filtrat 
3 .Retentat 


6.05 
3.30 
4.93 


100.00 
160.73 
50.00 


8.05 
5.51 
6.63 


2.54 


200 KD 


1. Beladung 
l.Filtrat 
1 .Retentat 


5.93 
n.d. 
5.05 


100.00 
163.32 
50.00 


7.93 
n.d. 
6.75 


5.93 




2 .Beladung 
2. Filtrat 
2. Retentat 


6.18 
n.d. 
5.05 


100.00 
157.55 
50.00 


8.18 
n.d. 
6.75 


6.18 




3 .Beladung 
3. Filtrat 
3 .Retentat 


5.68 
<1.80 
5.30 


100.00 
164.64 
50.00 


7.68 
<4.02 
6.99 


>3.66 



n.d. = nicht detektierbar 



EP 0 610 729 A1 

Fortsetzung Tabelle 1: Virusabreicherung durch 200 KD und 
300 KD-Ultraf iltration 



5 


Versuch 




PI-3 






TO 


nomi- 
nelle 
AusschluB 
grenze 


Probe 


Titer 
flog ml-1] 


Vo lumen 
[ml] 


Gesamt- 
virus 

[log] 


Abreiche- 
rungs- 
f aktor 

[log] 


IS 


300 KD 


1. Beladung 
l.Filtrat 

A. • Keuenuou 


6.30 
2.55 
6.30 


100.00 
164.45 
50.00 


8.30 
4.77 
7.99 


3.53 






2 .Beladung 
2.Filtrat 
2 .Retentat 


6.43 
<1.80 
6.05 


100.00 
176.14 
50.00 


8.43 
C4.05 
7.75 


>4.38 


20 




3 .Beladung 
3.Filtrat 
3 .Retentat 


6. 68 
2.05 
6.05 


100 . 00 
164.56 
50.00 


8 . 68 
4 .27 
7.75 


4.41 


25 


200 KD 


1. Beladung 

l.Filtrat 

l.Retentat 


6.68 
<1.80 
6.18 


100.00 
157.28 
50.00 


8.68 
<3.99 
7.88 


>4.69 


30 




2 .Beladung 
2.Filtrat 
2 .Retentat 


6.80 
n.d. 
6.93 


100.00 
148.74 
50.00 


8.80 
n.d* 
8.63 


6.80 






3 .Beladung 
3.Filtrat 
3 .Retentat 


6.93 
n.d. 
6.68 


100.00 
158.86 
50.00 


8.93 
n.d. 
8.38 


6.93 



35 



n.d. = nicht detektierbar 
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Protein: monoklonaler Antikorper anti-ICAM, 5 mg/ml 



Titer der Arbeitszellbank: 



Reo 3 



PI-3 



45 



Verdiinnungsf aktor der 
zugegebenen Viruslosung: 



1:10 



1:10 



50 



Infektiose Viruspartikel: 



PatentansprU che 
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1. Verfahren zur Reinlgung eines in einem llpidhaltigen waBrlgen Medium enthaltenen Proteins oder 
Peptids. dadurch gekennzeichnet. da6 das im Rohprodukt enthaltene Protein oder Peptid auf einer 
festen Phase adsorbiert wird, die Lipide durch Waschung mit einem mit Wasser mischbaren organi- 
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schen LSsungsmlttel oder einer Mischung einer waGrigen physiologisch vertraglichen Pufferlosung mit 
einem mit Wasser mischbaren organischen Losungsmittel von der festen Phase entfernt werden und 
anschlieGend das Protein oder Peptid in einenr> lipidfreien Zustand eluiert wird. 

5 2. Verfahren gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzelchnet, dafi das Protein oder Peptid nach der 
Eluierung von der festen Phase einer nach TeilchengroBe trennenden Filtrationstechnik unterworfen 
wird. 

3. Verfahren gemSB Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. daB es sich bei der Filtrationstechnik urn eine 
10 Ultrafiltration handelt und ein Ultrafittrationsmodul mit einer nominellen AusschluBgrenze zwischen 1 

und 500 KD verwendet wird, wobei die nominelle AusschluBgrenze des Uttrafiltrationsmoduls grdBer als 
das Molekulargewicht des zu reinigenden Proteins oder Peptids ist. 

4. Verfahren gemaB Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet, daB das Ultrafiltrationsmodul eine Ultrafiltra- 
75 tionsmembran Ist. 

5. Verfahren gemaB Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB das waBrige Medium ein Peptid enthalt 
und die Ultrafiltrationsmembran eine nominelle AusschluBgrenze zwischen 1 und 20 KD besitzt Oder 
das waBrige Medium ein Immunglobutin der Klasse A, D, E oder G enthalt und die Ultrafiltrationsmem- 

20 bran eine nominelle AusschluBgrenze zwischen 1 50 und 350 KD besitzt Oder 

das wSBrige Medium ein Fab-Fragment enthSIt und die Ultrafiltrationsmembran eine nominelle Aus- 
schluBgrenze zwischen 50 und 150 KD besitzt oder 

das waBrige Medium r-tPA enthalt und die Ultrafiltrationsmembran eine nominelle AusschluBgrenze 
zwischen 50 und 1 50 KD besitzt oder 
25 das waBrige Medium ein Interferon enthalt und die Ultrafiltrationsmembran eine nominelle AusschluB- 
grenze zwischen 20 und 50 KD besitzt. 

6. Verfahren gemaB einem der Anspruche 1 bis 5. dadurch gekennzeichnet. daB das organische 
Ldsungsmittel in einem Volumenanteil von 5 bis 50% in der physioiogischen vertrMglichen Pufferldsung 

30 enthalten ist. 

7. Verfahren gemaB einem der AnsprUche 1 bis 6. dadurch gekennzeichnet. daB das organische 
Losungsmittel ein Alkohol mit 2 bis 5 Kohlenstoffatomen, Ethylenglykol, Diethylenglykol, Tetrahydrofu- 
ran. Dioxan, Aceton, Dimethylformamid, Dimethylsulfoxid oder Acetonitril ist. 

35 

d. Verfahren gemSB einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet. daB die physiologisch 
vertragliche Pufferlosung einen pH-Wert von 5 bis 9 und eine lonenstarke von 0,01 bis 2,00 M besitzt 
und daB es sich um einen Acetat-, Bicarbonat-, Borat-, Citrat-, Maleat-. Phosphat-, Phthalat-. Succinat-, 
Glycin-, Lysin-, Histidin- oder Tris(hydroxymethyl)-amtnomethan-Puffer oder deren Gemische handelt. 

40 

9. Verfahren gemSB einem der AnsprUche 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet, daB als feste Phase zur 
Adsorption des Proteins oder Peptids eine chromatographische Matrix verwendet wird. 

10. Verfahren gemSB einem der AnsprUche 1 bis 9, dadurch gekennzeichnet, daB das Protein oder Peptid 
45 auf biotechnologischem Weg hergestellt wird. wobei dem Kulturmedium Serum oder stattdessen 

gereinigte lipidhaltige Serumkomponenten oder definierte Lipid-Gemische zugegeben werden. 

11. Verfahren gemSB einem der AnsprUche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB das auf der festen 
Phase adsorbierte Protein oder Peptid mit einer physiologisch vertraglichen Pufferlosung, einer Losung 

50 von Natriumchlorid, Calciumchlorid, Magnesiumchlorid, t-Aminocapronsaure oder Natriumcitrat in einer 
physiologisch vertraglichen Pufferlosung, durch Veranderung des pH-Wertes des Elutionsmittels, durch 
Zugabe eines organischen Losungsmlttels zum Elutionsmittel oder durch Erhdhung der lonenstarke 
des Elutionsmittel von der festen Phase eluiert wird, wobei die Elutionsmethoden auch in Kombination 
angewendet werden kdnnen. 

55 

12. Verfahren zur Entfernung viraler Verunreinigungen aus einem in einem lipidhaltigen waBrigen Medium 
enthaltenen Protein oder Peptid. dadurch gekennzeichnet. daB das im Rohprodukt enthaltene Protein 
Oder Peptid auf einer festen Phase adsorbiert wird, die Lipide durch Waschung mit einem mit Wasser 
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mischbaren organischen Losungsmitte) Oder einer Mischung einer waBrigen physlologisch vertraglichen 
Pufferlosung mit einem mit Wasser mischbaren organischen Losungsnnittel von der festen Phase' 
entfernt warden, das Protein oder Peptid in einem lipidfreien Zustand in einer wSBrigen physiologisch 
vertrMglichen Pufferl5sung von der festen Phase eluiert wird und das Protein oder Peptid anschlieBend 
5 durch Ultrafiltration von den viralen Verunreinigungen abgetrennt wird. 

13. Verfahren zur Herstellung eines Proteins oder Peptids mit Hilfe rekombinanter Technil<en oder der 
Hybridoma-Technik durch Kultivierung von Zellen in einem geeigneten Kulturmedium unter Bedingun- 
gen, die fUr die Produktion des gewUnschten Proteins oder Peptids durch die Zellen geeignet sind. 

70 wobei dem Kulturmedium entweder Serum oder statt dessen gereinigte lipidhaitige Serumkomponenten 
Oder definierte Lipid-Gemische zugegeben werden, das Protein oder Peptid entweder in das Kulturme- 
dium exprimiert oder nach der Kultivierung aus den Zellen freigesetzt wird und durch mehrere 
Reinigungsschritte aus dem resultierenden Lipide und das Protein oder Peptid enthaltenden Medium 
gewonnen und in lipidfreiem Zustand isoliert wird, wobei das Protein oder das Peptid in mindestens 

75 einem der Reinigungsschritte einer nach Teilchengr56e trennenden Filtrationstechnik unterworfen wird. 
dadurch gekennzeichnet. daB vor der DurchfQhrung der letztgenannten Filtrationstechnik die Lipide von 
dem Protein oder Peptid abgetrennt werden und das Protein oder Peptid durch ein Reinigungsverfah- 
ren gemaB einem der AnsprUche 1 bis 11 isoliert wird. 

20 14. Verfahren gemaB einem der AnsprUche 1 bis 13. dadurch gekennzeichnet daB das zu reinigende 
Protein ein Immunglobutin der Klassen A, D, E oder G. ein Interferon, r-tPA oder ein Fab-Fragment ist. 



25 



30 



35 



40 



45 
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Fiqur 2; 
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300 KD-Ultrafiltration 




Zeit 



Extinktion 
be! 280 rnn 




Zeit 



Extinktion 
bei 280 nm 



(a) 



(b) 



a) nach Lipid-£ntf ernung 

b) ohne vorherige Lipidentf ernung 
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Fiqur 4; 

Ultraf iltrationen nach vorheriger Lipid-Entf ernung 



a) 300 KD 



b) 200 KD 




Zeit 



J 



EUiropaische 
Patentamt 
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